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1. INTRODUCCIÓN 
El pr ocesado de l os alimentos puede i nducir c ambios fís icos y /o químicos q ue afec tan 
sensiblemente el  potencial alergénico de las proteínas, al  modificar su estructura y su resistencia a 
enzimas di gestivas. Entre l os pr incipales al érgenos del  huevo, s e encuentra l a ovalbúmina ( OVA). 
Esta proteína puede convertirse en una forma termorresistente, denominada S-OVA, durante el 
almacenamiento de los huev os ( 1). S u c aracterística fun damental es  s u m ayor tem peratura de 
desnaturalización (TD), en torno a los 92.5ºC, según se ha determinado por calorimetría diferencial de 
barrido (2). La estructura general de la S-OVA es similar a la de su forma nativa, exceptuando: i) los 
residuos S er 164, S er 236, y  S er 320 adop tan una c onfiguración D; i i) las c adenas laterales 
correspondientes a los residuos Phe 99 y Met 241 sufren cambios conformacionales (3) y iii) el 
número de  r egiones es tructuradas baj o l áminas β anti -paralelas a umentan e n detr imento de  
estructuras en α-hélice (4). 
La S -OVA t iende a for marse de for ma natur al en el huevo. E n l a clara de hu evos recién 
puestos, su contenido es aproximadamente de un 5% de la OVA total, pero, para cuando los huevos 
llegan al consumidor, este porcentaje supera el 50% (5). Y tras 6 meses a baja Tª, se puede alcanzar 
un 81% de OVA transformada (6). Además, la S-OVA también puede formarse mediante tratamiento 
in-vitro, combinando pH alcalino y alta Tª (2). El contenido de S-OVA en los huevos está asociado a 
una pér dida de l a c alidad del  hue vo, pér dida de s us pr opiedades f uncionales, apar ición de l os 
denominados “runny whites” y una pobre capacidad de coagulación (7). 
El objetivo de este trabajo se ha centrado en estudiar el perfil de hidrólisis de la S-OVA durante 
la digestión en condiciones fisiológicas relevantes y estudiar la inmunorreactividad resultante de los 
péptidos generados durante el proceso digestivo. 
 
2.  MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1 - Formación de S-OVA in vitro: Se prepararon dos muestras de S-OVA in vitro (1,8), una a partir 
de una disolución de 50 g/L de O VA nativa comercial (grade VI, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) y 
otra a par tir de c lara de huevos frescos. En los huevos frescos la formación de S-OVA se indujo por 
almacenamiento a 4ºC, durante 6 meses.      
2.2 - Calorimetría diferencial de barrido (DSC): Los liofilizados de S-OVA y controles se disolvieron 
(40g/L) en t ampón Tr is 0,5M pH 9,01. Las  T D de l as muestras se determinaron calentando de 20 a 
120ºC a 10ºC /min, usando cápsulas herméticas de al uminio y un equi po DSCQ1000 (TA Instruments 
Inc., New Castle, DE, USA).  
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2.3 - Digestión gastroduodenal in vitro (9): Se tomaron alícuotas (5,07 mg /mL) a los 30 y 60 min de 
las digestiones gástrica y duodenal (en este último caso se partió de l a alícuota de 60 m inutos de l a 
digestión gástrica).  
2.4 - Cromatografía líquida de alta eficacia en fase inversa (RP-HPLC): Las al ícuotas s e 
disolvieron a 2,5 mg/mL y se eluyeron (10) en una columna de fase inversa Hi-Pore C18 RP-318 (250 
x 4,6 mm. de diámetro interno) acoplada a un H PLC Waters 600 ( Waters Corporation, Mildford, MA, 
USA). La detección se realizó a 220nm. 
2.5 - ELISA de competición (11): se utilizaron sueros de pacientes alérgicos al huevo (respetando la 
legislación vigente). Todos el los mostraban anticuerpos específicos frente a c lara de huev o y OVA y 
exhibían s íntomas c línicos típi cos de l as al ergias al  huev o. C ada m uestra s e ev aluó c on 5 s ueros 
distintos y por duplicado. 
 
3. RESULTADOS 
3.1 - Formación de S-OVA 
La OVA nativa mostró una TD media de 82ºC  (12). Tras el tratamiento la TD se desplazó hasta 
90.3ºC, similar a la descrita previamente para la S-OVA (2), por lo tanto, la formación de la S-OVA se 
produjo de forma eficaz. En la clara fresca se obtuvo un pico endotérmico notablemente desplazado 
(de 81.7º a 91.5ºC), que corroboraría un gran rendimiento en la conversión de OVA a S -OVA. En la 
formación de S -OVA a partir de c lara fresca, la di ferencia entre l as T D medias no fue tan ev idente 
como en l os c asos ant eriores. Tr as l os 6 m eses de al macenamiento a 4ºC , l a T D media tan s olo 
aumentó 3.9ºC. Además, a pe sar de tratarse de un fenóm eno alcalino-dependiente, los valores de 
pH de l as claras tras el almacenamiento fueron menores que el valor de referencia reportado como 
necesario para la formación de la S-OVA. Por tanto, el escaso aumento del pH y la TD experimentado 
tras el  al macenamiento, s ugiere que en es tas c ondiciones l a ter moconversión no es  c ompleta y  
probablemente coexista una mezcla de ambas formas de OVA.  
 
3.2 -  Digestión in Vitro 
En l a Fi gura 1 s e m uestran l os cromatogramas de l as a lícuotas c ontrol ( T0), 30 y  60 m inutos d e 
digestión gástrica y duodenal (DG30, DG60, DD30 y DD60). El tiempo de retención de la OVA nativa 
(de 55 min aprox.) fue el mismo que para la S-OVA. Por tanto podemos deducir que los cambios 
conformacionales sufridos durante la formación de l a S -OVA no afec taron a s u po laridad. La O VA 
nativa pr esenta una gr an r esistencia a la pep sinolisis ( 13, 14), c apaz de de r esistir el pr oceso de 
digestión gá strica dur ante m ás de 1h. S in em bargo, l a S -OVA for mada tr as tr atamiento i n-vitro (a  
partir de OVA comercial o clara de huevo fresca) presentó mayor resistencia a la pepsinolisis, como 
se demuestra por el área del pico correspondiente a la S-OVA, mayor que el de la OVA nativa, lo que 
indica mayor cantidad de proteína intacta.  
Además, l os pi cos correspondientes a l os productos de di gestión, que  aparecen entre l os 15 y 40 
minutos, muestran un perfil similar, pero menor absorbancia en la S-OVA. La mayor resistencia de la 
S-OVA a la digestión gástrica se observó también durante la etapa de digestión duodenal. Al final de 
la digestión duodenal (DD60) se pudo detectar un pico correspondiente a O VA nativa intacta, pero 
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éste pico en las muestras de la S-OVA es mayor. También en este caso, los productos de digestión 
formados fueron mayores en la OVA que en la S-OVA.  
 
Fig.1 Cromatogramas correspondientes a la OVA nativa comercial (A), S-OVA formada in-vitro  a partir de OVA 
comercial (B); S-OVA formada in-vitro a partir de clara de huevo fresca (C); clara de huevo fresco (D) y clara de 
huevo tras 6 meses de almacenamiento a4ºC (E) antes de ser sometidas al proceso de digestión 
gastroduodenal in-vitro (TO) y tras 30 y 60 minutos de digestión gástrica (DG30 y DG60) y duodenal (DD30 y 
DD60). 
 
 
 
 
 
 
En los cromatogramas de los hidrolizados observamos que la clara de huevo almacenada es 
menos susceptible a la proteólisis que los de clara fresca (Fig.1, D y E), que se corresponde con los 
resultados anteriores, aunque el  efecto fue menos ac usado. E sto se puede a tribuir al  he cho y a 
discutido de que la clara de huevo que se mantuvo almacenada durante 6 meses tuvo un bajo 
rendimiento en la for mación de S-OVA. Por t anto s e deduce, que l a S-OVA, m uestra una m ayor 
resistencia a la digestión que la OVA nativa, independientemente de su procedencia (proteína o clara 
de huev o) o  el  tr atamiento us ado par a s u for mación ( in-vitro o es pontánea). E studios pr evios han 
descrito que dur ante l a for mación de l a S -OVA s e pr oduce un incremento de l áminas beta  
antiparalelas en detrimento de alfa hélices (4). Es de sobra conocido que las láminas beta tienden a 
presentar en s u es tructura m uchos r esiduos aromáticos ( Tyr, P he y Tr p) as í c omo am inoácidos 
ramificados ( Thr, V al, Ile) y  que és tos ti enden a oc upar p osiciones d entro de l as l áminas be ta d e 
difícil accesibilidad. P recisamente, la peps ina, tr ipsina y quimotripsina (las principales enzimas 
implicadas en l a di gestión gas troduodenal) ti enen es pecificidad por  al guno de es tos am inoácidos 
(Try,Trp, Phe) lo que podría explicar el aumento de resistencia a la digestión de la S-OVA  frente a su 
análoga nativa. 
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3.3 – ELISA de competición.  
La alergenicidad (capacidad de unión a inmunoglubolinas humanas IgE) de la S-OVA y sus digeridos 
duodenales fue es tablecida m ediante ens ayos de E LISA d e c ompetición c on s ueros de pac ientes 
alérgicos a huevo. Los resultados obtenidos se resumen en la Figura 2. En general, la S-OVA mostró 
tener m enor c apacidad de uni ón a IgE  que l a nati va a pes ar d e s u m ayor r esistencia a l a 
digestibilidad. E ste hec ho podr ía e xplicarse po r l os c ambios c onformacionales d e l a S -OVA, que  
podría es tar enm ascarando epítopos  de l a O VA, per o tam bién i nfluirían l as c ondiciones tér micas 
experimentadas dur ante l a for mación i n-vitro de l a S -OVA ( 55ºC dur ante 16h) , que podr ían haber  
causado un desdoblamiento parcial de l a proteína y haber provocado en c onsecuencia, la rotura de 
muchos epítopos conformacionales. Esto se habría traducido finalmente en  una  menor  c apacidad 
de uni ón d e l as IgE . De hec ho, la O VA es  una pr oteína ter molábil y  s u a lergenicidad tras el  
calentamiento baja drásticamente, al igual que su resistencia a la digestibilidad (13). 
 
             Fig.2 ELISA de competición de los hidrolizados obtenidos en el estudio 
Además, la S-OVA de clara de huevo fresca, mostró tener una capacidad de unión a IgE similar a la 
obtenida por  l a nativa, l o que concuerda con la hi pótesis anterior. Aunque i nicialmente l a S-OVA 
formada in-vitro presenta una m enor capacidad de uni ón a IgE, ésta se mantiene mucho mejor a l o 
largo de todo el proceso digestivo que la de la OVA nativa, lo que guarda relación con que la S-OVA 
presentase una mayor resistencia. En cuanto a l a S-OVA obtenida tras almacenamiento a 4º C, se 
encontró el mismo efecto. Sin embargo, las diferencias no fuer on tan m arcadas como en los casos 
anteriores, lo que podría ser debido a la menor conversión de OVA en S-OVA en esas muestras. 
 
4 - CONCLUSIONES 
El al macenamiento a 4 ºC de huev os enter os y  fr escos c onduce a l a for mación de S -OVA 
aunque en menor medida que durante los tratamientos in-vitro a elevado pH y temperatura. Es 
posible que, OVA nativa y S-OVA coexistan.  L a S-OVA parece ser más resistente a l a proteolisis 
que su forma nativa, lo cual podría ser atribuible al aumento de l áminas β antiparalelas que se dan 
durante su formación. Éstas podrían estar reduciendo la exposición de puntos de c orte específicos 
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de las enzimas digestivas que l levan a cabo la rotura de las proteínas durante el proceso digestivo. 
Por otro lado, la unión a IgE de la S-OVA es menor en general que la de la forma nativa. Sin 
embargo, la mayor resistencia a l a hidrólisis de la S-OVA, hace que un m ayor número de epí topos 
conformacionales se mantengan intactos a lo largo del proceso digestivo, haciendo que la pérdida de 
su c apacidad de uni ón a IgE  s ea m enos ac usada que  l a obs ervada par a O VA. E sta m ayor 
resistencia puede ser crítica en términos de sensibilización a la OVA o en la provocación de 
reacciones alérgicas. 
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